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@ Verfahren zum HersteJIen eines Implentates aus Zerikulturon 

© Bel dam vorgescblagenen Verfahren zum Herstetfen eines 
tmptatrtetea dub Zellkulturon wird did draidlmansfonala Tra- 
gerstruktur, an die ZelJan anaelagertsind, zunachst umman- 
telt und onschlieScfld roit einer Nahrlfeung perfurtdFert. ubar 
dte die Zellen emahrt warden. Mlt dar Erfindung wird 
vergeschlagan, in die Tragarsmjktur resorbierbare Mikroteor- 
per, z. B. porose Mflcrokugeln (4) etaubetten, die bar dar 
Resorption dre Gowebebildung baainflussende Faktoren, t 
B* ontzQndungshemmanda Aniibfotika freigeben. Die Ausbil- 
dung dar intenaJMaren Matrix kann auch dadurch verbal 
sort warden, daS die Zellen mit einer Suspension in dre 
Trageratruktur emgebracht warden, die aus extrezeJIuldrert 
Matrbckomponenten brw. anatogen MateriaJfen bestehL 
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Bcschreibuog insbesondere die Gewebebildung durch zusatzliche 

r*u cr^A ■ * l ■ • *_ . . • MaBnahmenzubegunstigen. 

U? r SJu • Ung , be f ieht SlCh 3uf em Verfahren ™™ Mit <*er Erfindung wird hierzu vorgeschlagen. in die 

d^?n„mX S | ^ P ^ ta i" 8U - Ze " kulluren ' insb «°n- TragersirukturresorbierbareMikroklrperei^zubetten. 
SS£SEfS ^3 o^%^?K« 1 2 aUP K tpa - en C p : ^ 5 , denCn Gewe ^ildaag bccinflussende Faktoren 

Li ? l ? beschn r eben «■ aufgenoramen sind, die ihrerseits bei der allmahlichen 

dm 6 n f 6 l dJ t 2 *"? auf eme , ' m ,mp4 / n ' R «<>rptien der Mikrok6rper freigegeben werden. Als 

KIE "^1 ^ resorbierbare Tragerstruktur aufge- Mikrokorper konnen z. R. por5sc Mikrokugeln mit c - 

£2^ ESTm*^** " m Dureb ««*" zwiscnen'etwa 10 und 200 MikTome- 

Sin b f ° rm I stab , l)e ™* entsprecheod der ge- i0 tern, vorzugsweise zwischen 20 und 50 Mikrometern 

wunscnien Form des Implanwes vorgeformte Trager- aus einem resorbierbaren Material z. B. aus Polylactid 

m^ Ur T t - Cmer ^ mm e n Mngenden inneren Ober- verwendet werden, in die die gewQnschten Faktorenzur 

fliche und einem genngen Vohjmenvenvetidet wird. tn Gewebedifferenzierung oder zur EntzQndon^hem- 

den moeren Hohlraum dleser Tragerstruktur werden mung eingebunden sink Derartige FaSorea Snnen 

2ellen L e ?nSi ra ? - W "1 anschbefJend die die )S z, B. Peptid-Faktoren, z. B. entzundungshemmende Cy- 

? ^ Tragerstruktur mit cmem Material clopeptid-Antibiotika, wie Cyclosporin A. odergecigne- 

k B ? S W5 5 Uktur hmdurchil ">men, vorzugsweise im TranspUntat langsam, d. h. Ober mehrere Monate 
hindurchdiffundieren. kann. Das gesamte GebiWe der hinweg, freigesetzt wenden. WenT dTe SoSer 
Sr^JS^Tf ^ ^.f^mmenen 20 r B.dLrwfhntenporosen M^kuge^btrt 
Zellen , wd anschl.eflend nut einer Nahrlosung zumin- 6c den ZcUcn ahaeln, konnen diese beim Kuliurantatz 
iZS^S perfundjea d h. durchstromt; bis sich zu- der ZeUsuspension bdgwi^rSIin und Th£S- 
1™ * e 2 S!" "^^ende cher Weise^e die Zellen im Poiymervli^VeneS we - 
KtL Ma{r H a«sgd)ddet ha ? AnschlieBend den. Die Degradation der Mikrokorper muB bei der 
™lf Tragerstruktur unplanuert, die allmahlich im * Herstellung so eingestelk werden, daBsich die Freisel- 

SSXStSSSS' wobe ' s,ch ^ eichzeitig * Ze| - SoSS rdie «S KS- 

JwMhSS S F ^KT^ ,Un | d f % rsm ! k - W{e ob« 'erwihnt. ist es vorteBhaft neben der resor- 
!2& SS l l^fiJ r S e n AU 5S U f* bierbar ^ Tragerstruktur, insbesondere aus einem Poly- 
S222S!Viif^ now^ndigen ZeUenprodukte, 30 mervlies, auch noch ein Fremdmaterial, z.B. Agarose, 
dwTtSSSff^^K^'^^ ^ fa,l ! ren einzuse «cn. AnsteDe der Agarose konnen auchindere 
der Traprstrufctur zuriJckgehaltea werden und aus dem Materialien verwendet wcnden, die eine semioenneable 

and«rSateS?n^f B ?.n £ pf^?K Seeisnet Auch te ? S 0 ™^ 611 Kgenschaften aufweisen. Besonders vor- 
SS^fi™ S » ? m ^. ez °S en w « r - 35 teilbaft sind hierbei Hydrogele aus extrazellulfiren Ma- 

^Jt^^^M^^^^ MCh Art '^^Po^nten zu v^rwefdeo, vorzug^else ewa efn 
^enMembranaurweiseo. Copolymer aus ChondroitinsuJfat, z\ Chondroitin- 

d^H^r™^^ Y OITOgsweise ^ dreidimen " 4-sulEat und KoUagen, z. R KoUagen Typ iKSSSr 
F™ ,I^ p a ^^ erfa 1! ra v e rv ^ ^bei die HyaJuroosSure. Cbondroitinsulfat! und Hyalu^S 
Fasern se bstverssanduch noch vorbereitet werden kon- 40 and die Hauptbestandteile der Binde- und sSTw^ 

i-erner ist es vorteffliaft; die Zellen in einer Suspen- mit einem spezleUen Protein verknflDfL vorhanden. Die- 

b^" i e ;N^ ri ^gi« tragerstruktur einzu- se knorpel^Tschen MaSom^n^ SS 

fZ2IS dlB ? us P ens,on «*" Redifferenzierung der Zellen besdueunigen und JC 

Fremdmatenal, wederum ema Agarose vereetzt wird. « geeignete Bausteine fOr die Neubildung der extrazellu 

dt ILSrZf ^ ^ T 1 * ,aren Matrix zurVerfugung. Es 1st audf denkoSS- 

der Suspension, diem jedoch zum anderen auch dazu, tige Komponeutea synthedsch herzustellen. WeStere 

S^ W ? 0 T^ 4e!id,il,iluerFofm FremdmaSrialien f Qr^e T^S Sz. I 
1^,^ mehr ahnem, wieder- Icosamlncglykane bzw. KoBa^AVcSSJiiSto 

Si^iS^ft^ 2 - Ured, "™ eren - FQr eine *° ] ' » die die Zellen suspendiert sind. NebeA dVm eS.ten 

SL^^ b ^K , ' ge ? die2elIendDumgebcildes O^^roitfnsulfat unddem KoIlageS auch ei™S 5, 

^^ttt e Z v^?*- !n , ansuBatdenkbar.StaK der natStichen Kollagene oder £ 

JflrTJS ^" eben f Jerf^n tonnen zwel Pha- Proteoglykane konnen auch synthetische Polypeptide, Q 

sen der ImpUntatentwlcklung unterschieden werdea z. B. Polylysin oder Polysaccharide verwendet werfeZ o 

fiKJ^r - "!^ ^W'S 1 KoDdi - » "'"bei Ist es sogar dScbar, die Tr^^kturlon ,° 
^SS^"^" betrad 5^ t D f zw « te «dassen, wena es^lingx, nach dem hSn der Ze£ . UJ 

^ftntt?^?? T 1 a ! to, ffl?* M SU3 P en5ion *e extrazellularen Matrixkomponenten in ^ 

oewebes in vivo, A h. nach der Intplantauon. W ie im geeignctcr Weise zu vemetzen z. B. durch BestrahLuns Br 

se prlnzipiell die MSghcbken, die Gewebcentwicklung go dann die Zellen anlagern. % 

n^^^^F"™* Qt ,%^ A Die Erfindung ist in AusfQhrungsbeispielen anhand $ 

?SS S^cJ Bed » n « un g ei » ««t Faktoren, wie z. B. der Zeichnung nlher erlauten. In dieser stellen dar < 

vSeeeben" M J^S^" 1 '' 1 ^^ ? ™*^ * ' eine„ Ausschnia aus einer Trigerstruktur mit . 

vorgegeoen werden. Nach der Transplantation in vivo daran angelagenen Zeflen sowie MikmkuMlrL die In & 

2S££* dmeh n keine M6S ^ mehr " dle Ce - 65 Molekoien^nerVSu?^ M a ^U fuljendlm ffl 
webcbjJdungzubeeinflussen. sind; ^ s 

HiS^£22k^ ^f' 2 e l ne $ <*^Usche Schnittzeichnung der vcr- 

Maupipatent angegebene Verfahren zu verbessern und wendeten Mlkrokugeln. 
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Eine in Fig, l nur irn Ausschnkt gezeigte dreidimen- 
sionale Tragerstruktur aus Polymerfasern l wird mit 
einer Suspension 2 getrankt, in der Zellen 3, in diesem 
Fall Knorpelzellem and porose Mikrokugeln 4, die etwa 
die gleiche GroBe wie die Zellen haben, suspendiert 5 
sind. Die Suspension 2 besteht enrweder aus Agarose 
und/oder einem der oben genanhten Fremdmateriaiien, 
d h. z> B. exirazellulftren Matrixkomponenten, die Bau- 
steine fur die Bildung der extrazelluiaren Matrix liefern. 

Die nach der Implantation de$ Implantates resorbier- I0 
baren Mikrokugeln 4 weisea wie scheciatiscb in Fig. 2 
dargestellt 1st, kleine Hohtrlume 5 aul in die die Gewe- 
bebildung beeinflussende Faktoren, z. B. entzOndungs- 
hemmende Faktoren wic Amibiotika etc. eingebunden 
sind. Bei der aJlmahlichen Resorption der Mikrokugeln 15 
werden dann diese Faktoren yerzogert freigegeben. 

Die gesamte Tragerstruktur wird noch rait einer Hul- 
le* 2. B. der erwahnten Agarose ummamelt, wonach an- 
schiieBend, wie im Hauptpatent beschrieben, die derart 
vorbereitete Tragerstruktur in eine Perfusionsappara- 20 
tur eingesetzt und mit N&hriosung durchstromt wird 
Anstatt die Tragerstruktur mit Agarose Oder einem an- 
deren Hydrogel zu ummanteln, ist es auch radglich, die 
Tragerstruktur mit PolyeJektrolytkomplexen 2u verkap- 
seln. die ebenfalls bei geeigneser Zusammensetzung die 25 
Eigenschaften einer semipermeablen Metnbran aufwei- 
sen, <L!l fur den hier gewOnschten Zweck die Diffusion 
mit Ntbrlosung ermogllcheiu jedoch das Ausschwem- 
men von extrazelluiaren Komponenten aus dera Inne- 
ren der Tragerstruktur verhinderh. Ein solcber Pohr- 30 
elektrotytkomplex aus Polyanionen imd Polykationen 
kann z. B. aus Protoglykanen und IPolylysin aufgebaut 
werden. Dieser Polyelektrolytkomplex umschlieBt die 
vorbereitete Tragerstruktur praktjsch vollstfindig mit 
emem semipermeablen Hautchen. # 

. PatentansprQcbe 

I. Verfahren zum Herstellen eines implantates aus 
Z^IIkulturen, insbesoadere Knqrpelzeflen, wobei 40 
die Zellen auf eine resorbierbare dreidimensionale, 
. ™ wesearflcben fonnstabile und etitsprechend der 
gewtinschten Form des bnplantacs vorgeformte 
Tragerstruktur mit einer zusatnmenhangenden in- 
neren OberflSche und cinem geringen Volumen 45 
aufgebracht werden, 

in dec inneren Hohlraum der Tragerstruktur die 
Zellen eingebracht werden, , 
die die Zellen aufnehmende Tragerstruktur mit ei- 
nem Material ummantek wird, durch das die Nabr- 50 
Idsung hindurchdiffundieren kann und 
die die Zellen aufnehmende Tragerstruktur mil ei- 
ner N&hrldsung zumindest solange perfundien 
wird, bis sich zumindest teflweise eine die Zellen 
aneinanderbindendeinterzellulare Matrix ausgebil- 55 
dethat, 

dadaipcfia gefeennzefchne^ daO in die Tragerstrok. 
tur (1) resorbierbare Mtkrokdrper (4) eingebracht 
werden, io denen die Gewebebildung beeinflussen- 
de Faktoren aufgenomrnen sin^ die ihrerseits bei w 
der al!ro5bhchen Resorption der JVGkrok5rper frei^ 
gegeben werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet,dafi els Mikrolcdrper pordse Mikrokugeln 
verwendet werden. w 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder Z dadurch ge- 
kerin2eichjieu daB gekenrcfelchnet, daB (fie Mikro- 
kflrper einen Durchmesser aufweisen, der etwa 



598 Al 

4 

demjenigen der Zellen entspricht und eiwa zwi- 
schen 10 und 200 Mikrometem, vorzugsweisc zwi- 
schen 20 und 50 Mikromeiera, liegL 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sprDche, dadurch gekennzeichnet, daB als Material 
fur die ftrtikrokorper resorbierbare Polytncrc, vor- 
zugsweise Polytactide, verwendet werden. 

5. Verfahren nach einera der vorhergehenden An- 
sprOche, dadurch gekennzeichnet, daB als die Ge- 
webebildung beeinflassende Faktoren entzQn- 
dungshemmende Faktoren, insbesondere Antibio- 
tika verwendet werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Antibiotika Cyciopeptid-Antibio- 
tika, wie Cyclosporin A verwendet wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sprQche. dadurch gekennzeichnet, daB als die Ge- 
webebildung beeinflassende Faktoren rekombt- 
nante gewebsmorphogene Proteine verwendet 
werden. 

B. Verfahren insbesondere nach einem der vorher- 
gehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet daB 
in die Tragerstruktur (1) ein die Redifferenzierung 
von intensiv vermehrten Zellen beeinflusseimdes 
Fremdmateriai eingegeben wird, insbesondere ein 
Hydrogel aus extrazellularen Matrixkomponemen, 
9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Fremdmateriai ein Copolymer aus 
Chondroitin-4^sulfat und Kollagen Typ II und/oder 
Hyaluronsfiure verwendet wird. 
la Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Fremdmateriai Kollagene, Proaeo- 
glykane, synthetische Polypeptide oder Polysac- 
charide verwendet werden. 

11. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Fremdmateriai extrazellullren 
Matrixkomponemen analoge Materialien verwen- 
det werden, die gcgebenenfalls durch eine speziclle 
Behandlung, z. B.UV-BestrahIung vemetzea 

12. Verfahren insbesondere nach einem der vorher- 
gehenden Ansprflche, dadurch gekennzeichnet. daB 
die Tragerstruktur mit Polyelcktrolytkomplexen 
ummantek wird 
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